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RESUMO 

 

MENDONÇA, Leonardo de Souza. Alterações estruturais  cardíaca e aórticana 
menopausa cirúrgica associada à hipertensão renovascular em ratos . 2007. 
121f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de 
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, 2007. 
 

A menopausa e a hipertensão podem alterar o remodelamento 
cardiovascular, porém pouco se sabe sobre sua associação no remodelamento 
ventricular esquerdo e na aorta. As ratas foram separadas em quatro grupos 
com seis animais cada: grupo Sham, OVX (ratas ooforectomizadas), 2K1C 
(ratas com dois rins, um clipe), e grupo 2K1C+OVX com período experimental 
de 11 semanas. O ventrículo esquerdo (VE) e a aorta torácica foram removidos 
e analisados (microscopia de luz, imuno-histoquímica e estereologia). A 
citologia vaginal mostrou que os animais dos grupos Sham e 2K1C ciclaram 
normalmente, entretanto, os animais dos grupos OVX e OVK+2K1C 
permaneceram na fase do diestro ou proestro. Comparado ao grupo Sham, a 
pressão arterial aumentou 12% no grupo OVX e 35% maior nos grupos 2K1C e 
OVX+2K1C. A relação massa do VE/comprimento da tíbia e a área seccional 
média de cardiomiócitos aumentaram em todos os grupos com exceção do 
grupo Sham. A vascularização intramiocárdica foi reduzida cerca de 30% em 
relação ao grupo Sham, não havendo diferença significativa entre os grupos 
OVX, 2K1C e OVX+2K1C. O tecido conjuntivo cardíaco teve um aumento 
superior a 45% nos grupos 2K1C e OVX+2K1C comparados ao grupo Sham, 
sem diferença entre o os animais do grupo Sham e OVX. O número de núcleos 
de cardiomiócitos do VE foi gradualmente menor nos grupos OVX, 2K1C e 
OVX+2K1C, sem diferença entre os dois últimos grupos. Imuno-histoquímica 
positiva para receptor AT1 da Ang II nas células musculares lisas da túnica 
média da aorta foi observado em todos os grupos. Estes resultados indicam 
que a ooforectomia e a hipertensão renovascular agem aumentando a pressão 
arterial independentemente, com conseqüente remodelamento cardíaco 
adverso, com estímulo maior da hipertensão renovascular que da menopausa 
induzida cirurgicamente.  
 

Palavras-chave: Menopausa. Hipertensão Renovascular. Ratos. 
Remodelamento cardíaco. Aorta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 

 

Menopause and hypertension independently may alter cardiovascular 
remodeling, but little is known about their association on left ventricular and 
aortic wall remodeling. Rats were separated into four groups of six animals 
each: Sham group, OVX group (ovariectomized rats), 2K1C (two kidneys one 
clip rats), and OVX+2K1C group, and leaved for 11 weeks. Left ventricle (LV) 
and thoracic aorta were removed and analyzed (light microscopy, 
immunohistochemistry and stereology). Vaginal cytology showed Sham and 
2K1C rats cycling normally, whereas OVX and OVX+2K1C rats were 
persistently in diestrus or proestrus. Blood pressure compared to the Sham 
group increased 12% in the OVX group, 35% higher in both the 2K1C and 
OVX+2K1C groups. The LV mass/tibia length ratio and the cross-sectional area 
of cardiomyocytes increased in all groups except the Sham group. The 
intramyocardial vascularization was reduced around 30% in relation to the 
Sham group, with no difference among OVX, 2K1C and OVX+2K1C groups. 
The cardiac interstitium increased more than 45% in groups 2K1C and 
OVX+2K1C comparing to the Sham group, but no significant difference was 
seen between the Sham and the OVX groups. The number of LV cardiomyocyte 
nuclei was gradually smaller in the OVX group followed by the 2K1C group and 
the OVX+2K1C group, with no difference between the 2K1C and the 
OVX+2K1C groups. Positive immunostaining for angiotensin II AT1 receptor 
was observed in smooth muscle cell layer of the aortic tunica media in all 
groups. Present findings demonstrated that ovariectomy and renovascular 
hypertension act independently enhancing BP in rats, the stimulus to elevated 
BP being stronger, as well as the consequences to the adverse cardiac 
remodeling, in renovascular hypertension than in surgically-induced 
menopause.  

 
 
Keywords: Menopause. Renovascular hypertension. Rats. Cardiac remodeling. 
Aorta. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento nas mulheres, após a 

menopausa, de alterações associadas às doenças cardiovasculares e renais 

necessitam de mais investigações, a fim de fornecer estratégias preventivas e 

terapêuticas adequadas (1). O principal problema é a associação da menopausa 

com a pressão arterial (PA) elevada. As mulheres na pré-menopausa, têm PA mais 

baixa que os homens, porém a prevalência da hipertensão é mais elevada nas 

mulheres mais velhas (2). 

Há diferença nos componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) quando 

tratamos dos gêneros, e esta diferença pode ter um papel central no controle da 

pressão arterial. Por exemplo, a atividade da renina plasmática é mais elevada nos 

homens do que nas mulheres, e é mais alta nas mulheres pós-menopausa que em 

mulheres jovens (3). 

Possivelmente, mudanças na relação estrogênio/androgênio ativa o SRA, 

aumenta os níveis de endotelina e estresse oxidativo em mulheres pós-menopausa 

(4, 5). 

Em todos os casos, a menopausa artificial (induzida cirurgicamente), acarreta 

efeitos mais pronunciados no sistema cardiovascular comparado à mulheres com 

menopausa natural (6, 7). 

É importante considerar que a hipertensão é um dos mais importantes fator 

de risco para doenças cardiovasculares (8) e representa um problema de saúde 

pública (9). A hipertensão causa crescimento do miócito e da parte não composta de 

miócitos no coração levando a um remodelamento adverso dos vasos coronários e 

da matriz aumentando o risco de eventos cardiovasculares (10). Por exemplo, na 

hipertensão renovascular experimental (dois rins, um clipe, 2R1C em ratos), ocorre 

rapidamente hipertrofia ventricular esquerda e remodelamento cardíaco marcado por 

perda substancial de cardiomiócitos (11). Nesse contexto, é importatnte avaliar a 

associação da menopausa com a hipertensão renovascular para avaliar se as lesões 

em órgãos alvos são agravadas. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

Estudar duas condições adversas, menopausa e hipertensão renovascular, 

independente ou em associação, para avaliar o remodelamento cardiovascular, 

analisando qualitativamente e quantitativamente a remodelagem miocárdica e 

aórtica em ratos com hipertensão renovascular (modelo Goldblatt II, dois rins, um 

clip) e/ou com menopausa induzida cirurgicamente. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Hipertensão arterial e remodelamento cardíaco  

 

 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é o maior fator de risco de doenças 

cardiovasculares, acomete aproximadamente 50 milhões de indivíduos nos Estados 

Unidos e aproximadamente um bilhão de pessoas pelo mundo inteiro (12). A HAS é 

diagnosticada em 50% dos indivíduos acima de 55 anos de idade nos países 

industrializados (13).  

As conseqüências das HAS são as principais causas de morte no mundo, 

tendo a causa identificável em apenas 5% dos casos (14). 

A pressão arterial (PA) elevada pode provocar ruptura dos vasos sangüíneos 

cerebrais, dos vasos renais ou dos vasos de outros órgãos vitais, acidentes 

vasculares cerebrais, insuficiência renal, cegueira, ataques cardíacos. Por outro 

lado, também pode representar carga excessiva para o coração, levando a sua 

insuficiência. Por essas razões, um dos mais importantes problemas da 

fisiopatologia humana é determinar as causas da HAS e seu tratamento eficaz (15).  

Estudos clínicos e experimentais demonstram que a HAS provoca alterações 

adversas na estrutura cardíaca como, dilatação do átrio esquerdo, hipertrofia do 

ventrículo esquerdo, fibrose miocárdica e alterações funcionais do ventrículo 

esquerdo induzidas por fatores hemodinâmicos e não hemodinâmicos (16). 

Apesar da hipertrofia primariamente envolver os cardiomiócitos, a matriz 

extracelular (MEC) também se altera (17-19). Fibras colágenas são excessivamente 

depositadas pelos fibroblastos, havendo predomínio do tipo I sobre o tipo III (20-25). 

Esse processo tem início na região perivascular e progressivamente se difunde para 

o tecido adjacente. Adicionalmente pode ocorrer fibrose reparativa, devido à perda 

de cardiomiócitos por apoptose ou necrose (14). 

A HAS também afeta a morfologia e propriedades mecânicas das artérias (26-

28). O espessamento e enrijecimento da túnica média são características marcantes 
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(29-31). O enrijecimento da parede arterial ocorre através do acúmulo de colágeno, 

fibronectina e outros componentes da MEC (32). 

 

 

2.2 Hipertensão renovascular 

 

 

Podemos classificar a HAS como primária, quando não sabemos exatamente 

a causa determinante; e secundária, quando conhecemos a causa que a 

determinou; entretanto, por volta de 95% de todos os hipertensos, a causa 

permanece desconhecida (33). 

A hipertensão renovascular é considerada a segunda causa de hipertensão 

secundária precedida pelas doenças renais. Sua prevalência é estimada em 2% da 

população de hipertensos (34). 

A causa mais comum de estenose da artéria renal, provocada por doença 

intrínseca da artéria é, de acordo com a literatura, a doença ateromatosa, 

respondendo por cerca de 90% dos caso, seguida pela displasia fibromuscular (35).  

Além da hipertensão arterial, a doença renovascular vem sendo demonstrada 

também como uma causa comum de insuficiência renal, chamada de nefropatia 

isquêmica, sendo inclusive diagnosticada em pacientes em fase dialítica, 

principalmente em pacientes aterosclreróticos mais idosos (35, 36). 

Estudos recentes (36) em pacientes com doença coronariana aterosclerótica 

apontam também a presença de estenose da artéria renal como um fator 

independente fortemente preditor de mortalidade, sendo a sobrevida de 4 anos. 

Em 1934, pesquisadores mostraram uma elevação substancial da pressão 

arterial de cães, cujo suprimento de sangue dos rins foi reduzido por meio de clipes 

de prata colocados na artéria renal (37). Desde então, muitos modelos 

experimentais de hipertensão, baseados na redução do fluxo sanguíneo renal, têm 

sido desenvolvidos em várias espécies animais, recebendo o nome genérico de 

hipertensão de Goldblatt.  
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Os ratos parecem desenvolver hipertensão renovascular mais facilmente que 

cães. Na hipertensão produzida pela constrição de uma artéria renal, com o rim 

contralateral íntegro (hipertensão de Goldblatt tipo 2 rins, 1 clipe: 2R1C), os níveis 

plasmáticos de renina e aldosterona estão aumentados (38). 

A reversão da hipertensão de Goldblatt 2R1C pode ser obtida pela remoção 

da constrição arterial ou pela retirada do rim com clipe (39). Quando o clipe, ou o 

rim, é removido em ratos com hipertensão crônica, geralmete a pressão arterial não 

se reduz (pelo menos até os níveis de normalidade). Entretanto, a remoção da 

constrição e do rim contralateral no animal 2R1C normaliza a pressão arterial, 

indicando que o rim contralateral deve ser o responsável pela manutenção da 

hipertensão (40).  

 

 

2.3 Estrogênio e menopausa  

 

 

A doença cardiovascular (DCV) é uma das principais causas de morbidade e 

mortalidade em mulheres mais idosas. A menopausa e o envelhecimento aumentam 

acentuadamente o risco para aterosclerose e doença coronariana, dois dos maiores 

fatores de risco para DCV (41). A incidência de DCV é quatro vezes maior em 

mulheres na pós-menopausa em comparação com mulheres da mesma idade que 

estão na pré-menopausa (42). 

Os mecanismos responsáveis pelo aumento da pressão arterial em mulheres 

pós menopausa são complexos e multifatoriais (43). A prevalência de hipertensão 

em mulheres em idade fértil é menor comparada com homens da mesma idade (44, 

45), porém, após a menopausa, a incidência de hipertensão em mulheres dobra e 

fica semelhante aos homens, sugerindo que a perda ou diminuição dos hormônios 

após a menopausa é fator de risco para hipertensão e DCV (46).  

As mulheres apresentam alterações significativas na função endócrina 

durante o envelhecimento (47). Na definição de menopausa, podemos dizer que é a 

parada de funcionamento dos ovários, ou seja, os ovários deixam de produzir os 



17 

 

hormônios estrógeno e progesterona além de eliminar óvulos; consequentemente, a 

mulher deixa de ter o ciclo menstrual. Para se caracterizar a menopausa 

propriamente dita, a mulher não deve menstruar por no mínimo um ano (a chamada 

amenorréia) e apresentar baixos níveis de estradiol sérico (estrogênio) e elevados 

níveis de hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH) séricos 

(48). 

A menopausa não pode ser considerada uma doença, é apenas um estágio 

normal na vida de uma mulher. Não existe idade predeterminada para a menopausa, 

mas geralmente ela ocorre entre os 45 e 55 anos. Em alguns casos a menopausa 

pode ser mais prematura, ocorrendo a partir dos 40 anos, sem que isto seja um 

problema (48). 

Em muitas mulheres a menopausa pode ser anunciada, alguns anos antes, 

por irregularidades menstruais, menstruações mais escassas, hemorragias, 

menstruações mais freqüentes. Pode-se chamar esse período de perimenopausa 

(transição da menopausa), a fase que antecede a parada total das menstruações 

(amenorréia), mas ela não é obrigatória em todas as mulheres. Normalmente a 

perimenopausa corresponde aos quatro anos antes da instalação da menopausa 

propriamente dita (49).  

As sintomatologias climatéricas podem aparecer antes das desordens do ciclo 

e provocar desconforto para a mulher, como ondas de calor (acometem 75% a 80% 

das mulheres), crises noturnas de sudorese, palpitações, cefaléias e vertigens. 

Sintomas psicológicos também podem acontecer com freqüência e incluem 

depressão, irritabilidade, fadiga e perda da libido. Na genitália feminina, a falta do 

estrogênio também pode causar secura vaginal, o que acaba por comprometer o 

desempenho e até o desejo sexual, pois torna as relações sexuais dolorosas (50). 

A perda óssea também pode preceder a menopausa (50). O estrogênio inibe 

a função dos osteoclastos e, tanto os osteoblastos quanto os osteoclastos 

expressam receptores para o estrogênio. A deficiência do estrogênio aumenta a 

produção de IL-6, IL-1 e TNF-α nos osteoblastos e em outras células ósseas (51). A 

deficiência do estrogênio é conhecida por acelerar a perda óssea e aumentar a 

suscetibilidade a fraturas (52). 
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Em estudos retrospectivos, a mortalidade cardiovascular em mulheres no 

período pós menopausa, que receberam terapia de reposição hormonal com 

estrogênio, sozinho ou em combinação com progesterona, diminuiu em comparação 

com mulheres não tratadas (53), sugerindo que o hormônio 17β-estradiol tem um 

papel importante na prevenção da doença cardiovascular (54).  

O estrogênio é um fator protetor cardiovascular na pré-menopausa, que 

envolve efeitos diretos sobre os vasos sanguíneos através de agentes 

vasoconstrictores como a angiotensina II (AngII) e vasodilatadores como o óxido 

nítrico (ON), assim como o favorecimento da redução do colesterol e de 

lipoproteínas (2, 55). O estrogênio diminui substancialmente o LDL colesterol e 

aumenta o HDL colesterol, particularmente o HDL2 (56). O androgênio tem efeito 

deletério, por diminuir o HDL colesterol, particularmente o HDL2 e aumentar o LDL 

colesterol (57). 

Além do mais, o estrogênio inibe a circulação de renina e da enzima 

conversora da angiotensina (ECA), diminuindo a circulação dos níveis de AngII e 

dos receptores AT1 no córtex da adrenal, hipotálamo e células musculares lisas (58, 

59). A atividade da renina plasmática está aumentada em mulheres após a 

menopausa (60, 61). Ratas após a menopausa também apresentam a atividade da 

renina plasmática aumentada comparada com ratas jovens (43).  

A AngII induz o processo de remodelamento vascular associado com a HAS. 

Portanto, o efeito inibitório do estradiol sobre o SRA pode ocasionar a diminuição do 

crescimento de componentes vasculares (62). 

O estradiol induz o aumento nas concentrações de cálcio livre nas células 

endoteliais, o que poderia contribuir para a elevação do ON endotelial (Mendelsohn 

1999, Stefano 200). O estradiol é um potente vasodilatador que favorece a 

diminuição da resistência vascular, o aumento da produção de ON e o aumento da 

síntese de outros vasodilatadores endógenos, além de diminuir a síntese de 

vasoconstrictores e a ativação dos canais de potássio que também contribuem para 

a vasodilatação (2). 

A HAS está intimamente associada com o remodelamento cardíaco que leva 

a hipertrofia de cardiomiócitos e fibrose intersticial. O estradiol e a progesterona, por 

sua vez, inibe a proliferação da matriz extracelular e de miofibroblastos, indicando 
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que os hormônios sexuais femininos atenuam as mudanças estruturais no coração 

associados normalmente com a HAS (63). Além do mais, o estradiol pode induzir a 

inibição da produção de TNFα e prevenir a morte programada (apoptose) dos 

cardiomiócitos (64-66). 

 

 

2.4 Ciclo Estral em Ratas 

 

 

O ciclo estral em ratas tem a duração de quatro a cinco dias e é caracterizado 

por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, as quais podem ser 

determinadas pelos tipos celulares observados no esfregaço vaginal (67). A 

ovulação se inicia no proestro e termina no estro (68). Em razão da curta duração de 

seu ciclo estral, as ratas constituem um bom modelo para estudar as alterações que 

ocorrem durante o ciclo estral (69).  

Durante o ciclo estral, a prolactina, LH e o FSH permanecem em níveis baixos 

e voltam a aumentar na fase do proestro. Os níveis séricos de estradiol aumentam 

no metaestro e ocorrem picos durante o proestro, retornando ao estado basal na 

fase do estro. A secreção de progesterona, também aumenta durante o metaestro e 

diestro, diminuindo no final da fase proestro (69, 70). 

Os tipos celulares encontrados na mucosa vaginal são diferenciados em cada 

fase do ciclo. No proestro encontra-se predominância de células epiteliais 

nucleadas; no estro as células são cornificadas anucleadas. No metaestro, ocorre 

proporção de leucócitos, células cornificadas e células epiteliais nucleadas; e no 

diestro ocorre uma predominância de leucócitos (67, 71). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e procedimentos 

 

 

Os protocolos de manuseio e experimentação animal foram submetidos e 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (Protocolo CEA/95/2005).  

Foram estudados vinte e quatro ratas Wistar, com 8 semanas de idade até à 

19° semana de vida, obtidas de colônia mantida no Laboratório de Morfologia e 

Morfometria Cardiovascular da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(http://www.lmmc.uerj.br).  

Os animais foram mantidos em caixas individuais no biotério do LMMC com 

temperatura e umidade controladas (21±1ºC, 60±10%, respectivamente), 

submetidos a ciclo de 12h claro/escuro (luzes artificiais, 6:00h-18:00h) e exaustão de 

ar (15min/h). Os ratos foram alimentados com ração balanceada própria para ratos 

(Nuvital, Nuvilab, PR, Brasil) e água ad libitum. 

A pressão arterial (PA) e massa corporal foram verificadas semanalmente. A 

PA foi aferida usando método não invasivo de pletismografia da artéria da cauda (tail 

cuff) em animais conscientes (Letica LE 5100, Panlab, Barcelona, Espanha).  

Os animais foram separados em quatro grupos com seis animais cada 

conforme o protocolo a seguir:  

 Grupo Sham (Sham): animais passaram pelos procedimentos das 

cirurgias, mas não tiveram os ovários retirados nem a artéria renal clipada; 

 Grupo com menopausa-cirúrgica (OVX): animais sofreram 

ooforectomia (retirada dos ovários);  

 Grupo com hipertensão renovascular (2K1C): animais tiveram a artéria 

renal esquerda clipada (estenose); 

 Grupo com menopausa-cirúrgica e hipertensão renovascular 

(OVX+2K1C): animais sofreram ooforectomia e estenose da artéria renal. 

 

 

 

http://www.lmmc.uerj.br/
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3.2 Procedimentos Cirúrgicos 

 

 

3.2.1 Ooforectomia 

 

 

Com oito semanas de idade, as ratas dos grupos OVX e OVX+2K1C foram 

anestesiadas (xilazina 5mg/kg + ketamina 50mg/kg intraperitoneal) após os 

procedimentos de assepsia. O procedimento cirúrgico foi realizado através de uma 

pequena incisão ao longo da linha média do abdome e os ovários foram 

bilateralmente clampeados e removidos. Os cornos uterinos foram ligados e o útero 

foi deixado intacto. Depois disso, a parede abdominal foi suturada. Nos grupos 

Sham e 2K1C, os animais sofreram os mesmos procedimentos que os animais dos 

grupos OVX e OVX+2K1C, ou seja, foram anestesiados e a parede abdominal foi 

aberta, os ovários foram exteriorizados para criar um estresse similar, porém não 

foram removidos. 

No período pós-operatório, as ratas foram mantidas em boas condições de 

saúde. Em todos os animais, a massa uterina e a citologia vaginal foram estudadas 

para avaliar a eficiência da ooforectomia. 

 

 

3.2.2 Hipertensão renovascular 

 

 

Com 11 semanas de idade, os animais foram novamente anestesiados 

(xilazina 5mg/kg + ketamina 50mg/kg intraperitoneal) e o abdome foi aberto através 

de uma incisão na linha média. A artéria renal esquerda foi exposta e dissecada 

cuidadosamente. Nos grupos 2K1C e OVX+2K1C, foi colocado um clipe de prata 

(0,20mm de diâmetro interno) em volta da artéria renal esquerda, resultando numa 

oclusão parcial da perfusão renal. O rim direito não foi tocado. Os animais dos 

grupos Sham e OVX tiveram a artéria renal esquerda dissecada, porém o clipe de 

prata não foi colocado.  
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3.3 Eutanásia 

 

 

Ao final da 11ª semana de experimento (19 semanas de idade), os animais 

foram mantidos em gaiola metabólica por 24 horas com água e ração ad libitum para 

a coleta de urina de 24h. Na manhã seguinte, os animais foram anestesiados 

profundamente com pentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneal) e imobilizados em 

mesa cirúrgica. O tórax foi aberto através de incisão mediana ventral. O sangue foi 

coletado através de punção do átrio direito. O sistema vascular foi perfundido com 

bomba dosadora peristáltica (Mod BP-601, Milan) a uma pressão constante 

(90mmHg) através do ventrículo esquerdo, primeiramente com solução salina 0,9% 

e posteriormente fixado in situ com formalina de Millonig (4% w/v em 0,1M tampão 

fosfato, pH 7,2) até rigidez completa do corpo do animal (72). O coração e o 

segmento da aorta torácica ao nível do primeiro ramo intercostal foram dissecados e 

retirados. 

O coração foi dissecado (os átrios foram separados dos ventrículos, e o 

ventrículo esquerdo do ventrículo direito). O volume do ventrículo esquerdo 

(incluindo o septo interventricular) foi mensurado pelo método de Scherle (73). Este 

método consiste de medir o deslocamento do líquido devido ao volume do órgão 

submerso e suspenso por um fio em solução salina fisiológica num recipiente 

apoiado sobre a balança de precisão, sem tocar as paredes do recipiente. Através 

deste procedimento, obtém-se volume por meio de pesagem, posto que volume = 

peso/gravidade, como a gravidade específica (g) da solução fisiológica salina é 

1,0048, então, volume (cm³) = peso (g) (74). 

A tíbia esquerda também foi dissecada e retirada, e seu comprimento foi 

aferido com paquímetro, utilizando como referência o côndilo e o ápice do maléolo 

medial (75). Essa medida foi utilizada para corrigir a massa do ventrículo esquerdo.  
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3.4 Procedimentos com o material coletado 

 

 

Fragmentos da aorta torácica e do ventrículo esquerdo foram mantidos no 

mesmo fixador por 48 horas, processados e depois incluídos em Paraplast Plus 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O material foi seccionado com espessura de 3 

e 5μm e processados para estudo em microscopia de luz. Os cortes foram corados 

com H-E, tricrômico de Masson e vermelho de Picro Sirius. 

 

3.5 Morfometria 

 

 

Cinco imagens digitais não consecutivas de aorta torácica por animal foram 

adquiridas (formato TIFF, 36-bit color, 1280x1024 pixels) com câmera LC Evolution 

acoplada ao microscópio Olympus BX51 e analisadas com o software Image-Pro 

Plus, versão 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA).  

A túnica média (TM) foi definida como a região delimitada pelas lâminas 

elásticas interna e externa. Quatro medidas por imagem foram obtidas a 0, 90, 180 e 

270 graus para determinar a espessura da TM, respeitando os limites citados acima. 

 

 

3.6 Estereologia 

 

 

Como o miocárdio é uma estrutura anisotrópica, o coração foi clivado de 

acordo com o método do Orientator (76, 77).  

O ventrículo esquerdo (VE) foi seccionado, inicialmente, em um plano 

aleatório. A face desta primeira secção foi apoiada em uma superfície plana e uma 

nova secção foi realizada, também de maneira aleatória e ortogonal ao primeiro 

plano, criando uma segunda face de corte. Novamente, apoiada nesta nova face, 

uma terceira secção ortogonal foi feita garantindo assim cortes aleatórios 

uniformemente isotrópicos, isto é, sem levar em consideração a orientação inicial do 

material (77). 
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O material passou pelos procedimentos de rotina do laboratório de 

processamento e coloração. A microtomia para o VE foi realizada com cortes de 

5m de espessura. 

Para análise do miocárdio, foram considerados os cardiomiócitos (cmi) e o 

interstício cardíaco (levando em consideração artérias intramiocárdicas, aim, e o 

tecido conjuntivo, tc). Os parâmetros estereológicos foram analisados considerando 

apenas estruturas bem preservadas e que não tocavam a área proibida (78).  

Foram avaliados os seguintes parâmetros estereológicos:  

a) Densidade de volume de cardiomiócitos (VV[cmi]), de artérias 

intramiocárdicas (VV[aim]) e de tecido conjuntivo (VV[tc]): VV = PP/PT (%)(PP é o 

ponto que toca a estrutura, PT é o número total de pontos teste). 

b) Densidade de comprimento de artérias intramiocárdicas 

(LV[aim]):LV=2QA (mm/mm3) (QA é a densidade de vasos sanguíneos por área) 

c) Área transversa de cardiomiócitos (A[cmi]): A=VV/LV(m²) 

 

Nas contagens, foi utilizado o sistema-teste com 36 pontos e com uma área 

teste de 2500 m² (77). 

Para a determinação do número total de núcleos de cardiomiócitos (N[cmi]) 

utilizou-se o método do Disector Óptico (79) definido como dois planos (look-up e 

look-down) paralelos separados por uma distância de 3 m (que representa 1/4 a 1/3 

do comprimento do núcleo de cardiomiócito). Foram quantificados os núcleos que 

apareciam em um dos planos dentro da área teste sem tocar a linha proibida e que 

não apareciam no outro plano, utilizando objetiva planacromática de 100x com óleo 

de imersão em microscópio equipado com eixo-Z motorizado. 

a) Densidade de número de núcleos de cardiomiócitos do VE:  

NV = QA/e.AT (1/mm²) (e é a espessura do disector e AT corresponde a área-

teste). 

b) Número total de cardiomiócitos do VE: N = NV. VVE (VVE volume do VE 

obtido pelo Scherle). 
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3.7 Imuno-histoquímica 

 

 

Cortes de aorta em parafina (5m) foram incubados com anticorpo primário 

de receptor AT1 de angiotensina II (Santa Cruz Biotechnology, código sc-579, 

Califórnia, EUA) a 4°C overnight. As lâminas foram lavadas com tampão fosfato 

salino (PBS). Anticorpo biotinilado (K0679, Universal DakoCytomation LSAB+ Kit, 

Peroxidase) foi utilizado como anticorpo secundário e a reação foi detectada pela 

reação com complexo biotina-estreptavidina-peroxidase. Imuno-reação positiva foi 

identificada após incubação com 3,3´ diaminobenzidine tetrachloride (K3466, DAB, 

DakoCytomation) e contra corado com hematoxilina de Mayer. 

 

 

3.8 Análise Estatística  

 

 

Os dados serão mostrados como Média  DP. Nos casos em que foi 

confirmada a homocedasticidade das variâncias, a comparação entre os grupos foi 

feita pelo teste de variância one-way com pós-teste de Tukey. Caso contrário, 

diferenças foram testadas com teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Em todos 

os casos foi considerado o nível de significância de 0,05 (80). Todas as análises e 

gráficos foram feitos utilizando o programa de análise estatística GraphPad Prism 

versão 4.03 para Windows (GraphPad Software, São Diego, Califórnia, EUA). 
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Citologia vaginal e massa uterina 

 

 

Como determinado pela citologia vaginal, ao final do experimento, os animais 

dos grupos Sham e 2K1C estavam ciclando normalmente por todas as fases do ciclo 

estral, enquanto os animais dos grupos OVX e OVX+2K1C permaneciam no diestro 

ou proestro (Fig.1) 

A relação massa uterina/massa corporal variou de 1,85 ± 0,67 mg/g (média  

DP) no grupo Sham ou 2,17 ± 0,86 mg/g no grupo 2K1C (diferença não significativa) 

para 0,33 ± 0,06 mg/g no grupo OVX ou 0,80 ± 0,36 mg/g no grupo OVX+2K1C. 

Comparado ao grupo Sham, a relação massa uterina/massa corporal diminuiu mais 

de 80% no grupo OVX (P<0,001) e mais de 55% no grupo OVX+2K1C (P<0,05) 

(Fig.2). 

 

 

4.2 Pressão arterial 

 

 

No início do experimento, não havia diferença significativa de pressão arterial 

sistólica entre os grupos 123,5  2,1mmHg (média dos grupos). Comparado aos 

valores iniciais de cada grupo, os valores finais foram praticamente os mesmos no 

grupo Sham, 14% maior no grupo OVX (P<0,05) e 35% maior nos grupos 2K1C e 

OVX+2K1C (P<0,01) (Fig.3). 
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Figura 1 – Fotomicrografias do esfregaço vaginal realizado na última semana do experimento. A, 
Estro; B, Proestro; C, Metaestro; D, Diestro. Os animais dos grupos Sham e 2K1C apresentaram a 
citologia vaginal das fases A, B, C e D. Os animais dos grupos OVX e OVX+2K1C só apresentaram 
as fases B e D.  
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Figura 2 – Relação massa uterina/massa corporal (mg/g). Valores representados em média ± desvio 
padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos assinalados 
significativos, P<0,05. 
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Figura 3 – Alteração da pressão arterial sistólica (mmHg) da primeira semana de experimento para a 
última semana. A primeira coluna refere-se à primeira semana e a segunda coluna, à última semana 
do experimento. Valores representados em média ± desvio padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 
2K1C – ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos assinalados significativos, P<0,05. 
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4.3 Remodelamento cardíaco 

 

 

A hipertrofia cardíaca foi mensurada por dois parâmetros: a relação massa do 

VE/comprimento da tíbia e A[cmi]. A relação massa do VE/comprimento da tíbia não 

foi estatisticamente diferente entre os grupos Sham e OVX ao final do experimento. 

Entretanto, comparado ao grupo Sham, a relação aumentou significantemente nos 

outros grupos (mais de 25% no grupo 2K1C e cerca de 40% no grupo OVX+2K1C) 

(Fig.4). 

Os valores da A[cmi] seguiram a mesma tendência, com um aumento em 

torno de 40% nos grupos com hipertensão renovascular (2K1C e OVX+2K1C), 

entretanto não foi observado diferença entre os grupos Sham e OVX (Fig.5).  

O próximo parâmetro apresentado é importante, pois informa sobre a 

vitalidade miocárdica. A vascularização intramiocárdica do VE foi mensurada pela 

relação [aim]/[cmi]. Nós observamos que todos os grupos foram diferentes do grupo 

Sham com redução em torno de 30% da relação [aim]/[cmi], entretanto não houve 

diferença significativa entre os grupos OVX, 2K1C e OVX+2K1C (Fig.6). 

O componente miocárdico não contrátil (interstício cardíaco, VV[tc]) mostrou 

uma tendência contrária à encontrada na relação [aim]/[cmi]. O VV[tc] aumentou 

mais de 45% nos grupos 2K1C e OVX+2K1C comparado ao grupo Sham, porém, a 

diferença entre os grupos Sham e OVX não foi significativa (Fig.7). 

O maior número de núcleos de cardiomiócitos (N[ncmi]) no VE foi encontrado 

no grupo Sham. O N[ncmi] foi gradualmente menor nos outros grupos em relação ao 

grupo Sham. No grupo OVX, esse número foi 18% menor, no grupo 2K1C, 37%, e 

no grupo OVX+2K1C a quantidade de núcleos de cardiomiócitos do VE diminuiu 

42%. Nos últimos dois grupos, o N[ncmi] foi menor que o grupo OVX, sendo 23% 

menor no grupo 2K1C e 29% menor no grupo OVX+2K1C. Não houve diferença 

entre os grupos 2K1C e OVX+2K1C (Fig. 8). 
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Figura 4 – Relação massa do ventrículo esquerdo (VE)/comprimento da tíbia (mg/mm). Valores 
representados em média ± desvio padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 
clipe. Nos casos assinalados significativos, P<0,05. 
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Figura 5 – Área transversa de cardiomiócito (μm
2
). Valores representados em média ± desvio padrão. 

OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos assinalados significativos, 
P<0,05. 
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Figura 6 – Relação artérias intramiocárdicas (aim)/cardiomiócitos (%). Valores representados em 
média ± desvio padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos 
assinalados significativos, P<0,05. 
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Figura 7 – Densidade de volume (VV) de tecido conjuntivo no ventrículo esquerdo (%). Valores 
representados em média ± desvio padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 
clipe. Nos casos assinalados significativos, P<0,05. 
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Figura 8 – Número de núcleos de cardiomiócitos no ventrículo esquerdo (10
6
). Valores representados 

em média ± desvio padrão. OVX – ratos ooforectomizados, 2K1C – ratos 2 rins, 1 clipe. Nos casos 
assinalados significativos, P<0,05. 
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4.4 Aorta 

 

 

A espessura da túnica média da aorta (TM) variou de 90,4 ± 11,6 µm no grupo 

Sham e 98,87 ± 6,1 µm no grupo OVX (sem diferença significativa) para 120,5 ± 

15,6 µm no grupo 2K1C e 117,4 ± 18,7 µm no grupo OVX+2K1C. Comparado ao 

grupo Sham, a TM aumentou em torno de 30% nos grupos 2K1C e 2K1C+OVX 

(P<0,05) (Fig. 9). 

Imunomarcação positiva para receptor AT1 da angiotensina II foi observada 

em células musculares lisas da túnica média da aorta em todos os grupos. Devido 

aos limites metodológicos que existem, a quantificação da expressão destes 

receptores não foi realizada no presente estudo (Fig.10). 
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Figura 9 – Fotomicrografias da parede da aorta torácica. Coloração Tricrômico de Masson. A, Sham; 
B, OVX; C, 2K1C; D, OVX+2K1C. Barra medindo 30μm. 
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Figura 10 – Fotomicrografias da parede da aorta torácica. Imuno-histoquímica para receptor AT1 da 
angiotensina II. A, Controle negativo; B, Sham; C, OVX; D, 2K1C; E, OVX+2K1C. Barra medindo 
50μm. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Ratos com menopausa induzida cirurgicamente associada ou não com 

hipertensão renovascular, fornecem um modelo experimental para entender como 

estas condições alteram a estrutura cardiovascular. Os resultados sugerem que a 

ooforectomia e a hipertensão renovascular (2R1C) são fatores independentes para o 

aumento da pressão arterial em ratos. A hipertensão renovascular é mais importante 

que a ooforectomia, influenciando na elevação da pressão arterial e somente nos 

ratos 2R1C nós observamos grandes alterações no remodelamento cardíaco como 

hipertrofia cardíaca e fibrose intersticial. 

A estimativa do número de núcleos de cardiomiócito no ventrículo esquerdo 

foi reduzida nos ratos ooforectomizados, mas extremamente reduzida nos ratos com 

hipertensão renovascular. Quanto a ooforectomia e a hipertensão renovascular 

aparentemente estas afetaram a vascularização miocárdica de forma independente, 

não sendo observado uma adição da redução da vascularização miocárdica ou 

aumento da espessura da parede da aorta, nos ratos OVX+2K1C. 

Conseqüentemente, os relatos previamente descritos na literatura de que os 

hormônios ovarianos podem influenciar na indução de hipertensão renovascular (81) 

não pôde ser confirmado no presente estudo.  

Nosso grupo estudou a menopausa induzida cirurgicamente em ratos 

geneticamente hipertensos (SHR), animais que apresentam níveis baixos de renina 

plasmática (82, 83) diferentemente de animais 2K1C. Nosso grupo também estudou 

ratos tratados com enalapril (um inibidor da enzima conversora da angiotensina) (84) 

e também animais espontaneamente hipertensos submetidos a um protocolo de 

atividade física (85). Em conseqüência a estes tratamentos, nós observamos 

melhora, principalmente, da densidade da vascularização, redução da fibrose 

intersticial e perda de cardiomiócitos após administração de enalapril e nos animais 

exercitados. A estimulação da angiogênese pela inibição da ECA (86), assim como 

os diferentes mecanismos envolvidos na hipertensão nos animais SHR e 2K1C 

poderiam explicar as diferenças encontradas entre esses estudos. 

Estudos epidemiológicos prévios têm limitações significativas e não podem 

ser extrapolados para a relação entre os fatores de risco cardiovasculares e a idade 

da menopausa numa mulher individualmente. A ausência de heterogeneidade na 
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idade de desenvolvimento da menoupasa em diferentes ambientes de risco 

cardiovascular sugere, entretanto, que o efeito dos fatores de risco cardiovasculares 

sobre a idade de menopausa é modesta na maior parte dos casos (87). 

Nossos achados experimentais concordam com os estudos realizados no 

nordeste da Itália, incluindo mais de 11.000 dados da população em geral e cobrindo 

um intervalo de idades de 18 a 95 anos. Nesta população, a menopausa não teve 

nenhum papel preditivo e foi rejeitado como risco nas equações multivariadas, sendo 

o risco cardiovascular explicado pela idade e pressão arterial (ambas maiores na 

menopausa do que nas mulheres em idade fértil)(88). 

A explicação da influência da menopausa sobre a pressão arterial vista no 

presente estudo, poderia ser que depois da menopausa, a pressão arterial viria ser 

sódio-sensível, padrão possível devido ao envelhecimento das paredes dos vasos à 

respeito da modificação do perfil hormonal sexual (89). A sensibilidade ao sódio é 

associada ao aumento do risco de desenvolver hipertensão e doença 

cardiovascular. 

Após a menopausa, a deficiência de estrogênio promove um desequilíbrio 

entre ON e Ang II, resultando num distúrbio renal do controle de sódio, estresse 

oxidativo e hipertensão, particularmente em mulheres propensas geneticamente (1). 

O fator chave do controle da relação pressão–natriurese é o SRA. A 

possibilidade de o androgênio aumentar a pressão arterial via SRA é explorado, e a 

possibilidade que o SRA também promove o estresse oxidativo que leva à produção 

de substâncias vasoconstrictoras e redução da disponibilidade de ON tem sido 

proposta (90).  

Nós distinguimos a expressão de receptor AT1 da Ang II em células 

musculares lisas da túnica média da aorta em todos os grupos. Isto concorda com 

relatos prévios sobre células musculares lisas vasculares de animais 2K1C (91). 

Entretanto, o papel da Ang II parece ser menos importante na elevação da PA 

associada à menopausa. Em camundongos fêmeas knockout para o receptor 

follitropina (FORKO, follitropin receptor knockout female), a análise por 

immunoblotting mostrou que a expressão de receptor AT1 estava reduzida em 40%, 

comparado com o camundongo controle selvagem. Este resultado foi associado com 

diminuição dos níveis de Ang II circulante em FORKO comparado ao grupo controle. 

Os camundongos FORKO apresentam aumento da PA, remodelamento vascular e 

atenuação da resposta vascular à Ang II, sugerindo que a sinalização vascular da 
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Ang II está suprimida em camundongos FORKO fêmeas e que a Ang II pode não ter 

um papel importante na elevação da pressão arterial neste modelo de menopausa 

associada à hipertensão (92). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A ooforectomia e a hipertensão renovascular agem independentemente sobre 

a pressão arterial, com conseqüente remodelamento cardíaco adverso. A 

hipertensão renovascular é um fator mais importante que a menopausa induzida 

cirurgicamente no mecanismo de alteração da pressão arterial.  

 

 A menopausa cirúrgica promove aumento da pressão arterial com as 

seguintes repercussões sobre o coração:  

a. diminuição da vascularização intramiocárdica, e  

b. perda de cardiomiócitos do ventrículo esquerdo.  

 

 A hipertensão renovascular promove maior aumento da pressão arterial 

que a menopausa cirúrgica e os mesmos efeitos adversos sobre a remodelagem 

miocárdio, e mais:  

c. aumento da fibrose cardíaca, e 

d. hipertrofia da túnica média da aorta. 
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